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基础 研究 


CDC42 沉默 对 结 直 肠 癌 细胞 形态 的 影响 
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摘要 :目的 根据 CDC42 和 蛋白 二 级 结构 ,设计 CDC42 siRNA 干 扰 片 段 ,构建 CDC42 稳 定 干扰 shRNA 载体 。 观 察 CDC42 有 效 沉 


默 对 结 直 肠 癌 SW480 细 胞 形态 的 影响 。 方 法 根据 CDC42 基 


因 CDS 区 序列 ,设计 4 条 siRNA 片段 。Western blot 筛 选 最 有 效 沉 


默片 段 , 酶 切 插入 真 核 表达 载体 ,将 构建 的 shRNA 质粒 载体 ,瞬时 转 染 结 直 肠 癌 SW480 细 胞 ,QPCR 及 Western blot 验 证 CDC42 
沉默 效率 ;观察 转 染 前 后 ,SW480 细 胞 形态 变化 。 结 果 4 条 siRNA 转 染 细 胞 后 ,验证 结果 显示 siRNA-3 沉默 效率 大 于 50% , 沉 
默 效 果 最 好 ,将 此 片段 插入 真 核 表达 载体 ,测序 结果 提示 CDC42 shRNA 构 建成 功 , 转 染 SW480 细 胞 后 ,CDC42 基 因 mRNA 及 


蛋白 水 平 表达 明显 下 降 ,差异 有 统计 学 意义 ;显微镜 观察 CDC42 沉 默 后 ,SW480 细 胞 周边 伪 足 伸 出 减少 ,细胞 变 光 滑 ,细胞 整体 
体积 明显 减 小 。 结 论 成 功 根据 基因 序列 设计 有 效 沉 默片 段 ,构建 CDC42 稳定 沉默 载体 ,证 实 CDC42 沉 默 可 以 逆向 改变 结 直 


肠 癌 细胞 高 侵袭 性 形态 ,为 研究 CDC42 对 结 直肠 癌 的 发 生发 展 提供 分 子 工具 。 
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Abstract: Objective To test the effect of CDC42 (a member of Rho family of small GTPases) knockdown mediated by a CDC42 
short-hairpin RNA (shRNA) on the morphology of colorectal cancer SW480 cells in vitro. Methods Four CDC42 siRNA 
fragments targeting CDC42 were designed and the most efficient siRNA for CDC42 knockdown was selected to construct the 
shRNA vector for transfection of colorectal cancer SW480 cells. The interference efficiency in the stably transfected cells (sw480. 
shCDC) was detected using real-time PCR and Western blotting, and the morphological changes of the transfected cells were 
observed. Results Western blotting result showed that siCDC42-3 was the most efficient fragment for CDC42 knockdown, 
which caused CDC42 knockdown by over 50%. DNA sequencing confirmed successful construction of the CDC42 shRNA 
vector. Transfection of the cells with the vector significantly reduced CDC42 expressions at both the mRNA and protein levels. 
The transfected cells exhibited reduced filopodia and cell size with smooth cell margins. Conclusion shRNA-mediated CDC42 
knockdown can reduce the cytoskeleton dynamics of colorectal cancer cells to lower their invasiveness. This shRNA construct 


facilitates further study of the role of CDC42 in the tumorigenesis and progression of colorectal cancer. 
Key words: CDC42; small interfering RNA; short-hairpin RNA; colorectal cancer; morphology modulation 


肿瘤 细胞 的 无 限 增殖 能 力 以 及 高 度 侵袭 性 是 其 区 
别 于 正常 体 细胞 的 主要 特征 " ,恶性 肿瘤 全 身 重 要 央 官 
转移 以 及 晚期 继 发 的 多 噩 官 功能 衰竭 是 影响 临床 患者 
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预后 的 最 主要 因素 。 而 从 分 子 基 础 水 平 探讨 ,与 正常 体 
细胞 相 比 ,肿瘤 细胞 高 度 增殖 、 迁 移 \ 侵 袭 能 力 是 受到 不 
同 的 原 癌 基因 激活 以 及 抑 癌 基因 失 活 等 闲 乱 调控 ,从 而 
导致 的 异常 生命 活动 后 果 , 这 一 系列 活动 都 离 不 开 细胞 
骨架 系统 的 参与 ”"。 了 解 肿瘤 发 展 过 程 中 ,与 正常 细胞 
有 序 的 骨架 活动 行为 相 比 较 , 高 度 动态 其 乱 的 肿瘤 细胞 
骨架 调节 机 制 , 发 展 针对 细胞 骨架 信号 通路 的 特异 性 分 
子 抗体 ,对 实现 肿瘤 的 分 子 靶 向 治疗 有 潜在 的 积极 意义 。 

细胞 骨架 是 细胞 内 部 的 纤维 蛋白 网 络 ,其 在 维持 细 
胞 正常 形态 .承受 外 界 压 力 、 保 持 细胞 内 部 结构 的 有 序 
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性 方面 起 重要 作用 ,而 且 直 接 参 与 调控 了 多 种 重要 的 细 
胞 功能 活动 。 小 G 和 蛋白 家 族 成 员 是 细胞 骨架 调节 活动 
的 主要 调节 分 子 ,其 中 ,Rho GTPase 是 普遍 存在 于 真 核 
生物 体内 的 一 类 小 G 蛋 白 家 族 亚 家 族 ,CDC42 作 为 该 
亚 家 族 研究 比较 多 的 3 个 主要 成 员 (RAC、Rho 和 
CDC42) 之 一 , 曾 被 证 实 参 与 调控 了 肿瘤 细胞 运动 过 程 
中 多 个 主要 环节 ,包括 运动 细胞 前 端 丝 状 伪 足 的 突起 、 
细胞 前 端 与 细胞 外 基质 的 锚 定 链接 .细胞 内 微 丝 骨 哥 的 
稳定 性 等 多 个 方面 ""2。 但 是 ,目前 为 止 ,CDC42 在 多 
种 肿瘤 组 织 包 括 结 直肠 癌 中 的 具体 作用 尚未 完全 明确 ， 
其 对 结 直 肠 癌 发 生发 展 .患者 预后 的 影响 以 及 影响 机 
制 尚 处 于 未 知 。 研 究 CDC42 对 结 直肠 瘤 细 胞 骨架 运动 
的 具体 调节 作用 以 及 作用 机 制 ,可 能 为 结 直肠 癌 临 床 治 
疗 提供 潜在 的 分 子 靶 标 ,对 实现 针对 结 直肠 瘤 的 靶 向 治 
疗 有 积极 意义 。 

本 研究 旨 在 通过 分 子 生 物 学 技术 方法 构建 CDC42 
干扰 载体 , 转 染 结 直肠 癌 细 胞 ,进而 实现 在 结 直 肠 癌 细 
胞 内 CDC42 的 稳定 沉默 ,为 进一步 研究 CDC42 对 结 
肠 癌 发 生 、 进 展 的 明确 作用 以 及 作用 机 制 提供 分 子 生物 
学 工具 ;观察 CDC42 沉 默 对 结 直 肠 癌 细 胞 形态 影响 ,为 
后 续 进 一 步 实验 提供 实践 基础 。 


1 材料 和 方法 

1.1 材料 与 试剂 

1.1.1 细胞 株 、 细 菌 与 载体 结 直 肠 癌 SW480 细 胞 大 上 肠 
杆菌 DH5o 与 真 核 表达 载体 GV112 均 为 本 实验 室 保存 。 
1.1.2 生物 试剂 限制 性 内 切 酶 EcoR I /Age 工 .特效 连 
接 酶 .连接 buffer 购 自 TOYOBO,DNA Marker Jj FI 
Fermentas, ,质粒 小 量 提取 以 及 纯化 试剂 盒 购 自 Qiagen， 
质粒 中 量 提 取 试 剂 盒 \ 质 粒 转 染 用 脂 质 体 
Lipofectamine2000 购 H Life Technologies, RNA 逆转 
录 及 QPCR 检测 试剂 盒 购 自 广州 复 能 生物 技术 有 限 公 
司 ,全 蛋白 提取 以 及 BCA 和 蛋白 浓度 定量 检测 试剂 盒 购 
自 南 京 凯 基 生物 科技 公司 , 免 抗 人 CDC42 及 小 鼠 抗 人 
GAPDH 单 克隆 抗体 均 购 自 AbClonal,RPMI 1640 培 养 
基 购 自 Hyclone, 胎 牛 血清 购 自 BI。 

1.2 方法 

1.2.1 细胞 培养 人 结 直肠 瘤 SW480 细 胞 用 含 10% 胎 
牛 血清 的 RPMI 1640 培养 基 ,常规 置 于 37 Ce 5% 
CO, .饱和 湿度 的 培养 箱 中 培养 ,细胞 生长 密度 至 80%~ 
90% 人 饱和 时 ,用 含 2.5% EDTA 的 胰 酶 消化 传代 。 

1.2.2 CDC42 干 扰 siRNA 序列 的 设计 CDC42 的 CDS 
区 全 长 573 bp, 编 码 191AA, 在 序列 的 不 同位 点 CDC42 
企 白 经 过 了 ao 螺旋 \B 折 稚 卷 曲 等 二 级 结构 ,根据 预测 蛋 
白质 二 级 结构 域 , 避 开 siRNA 不 可 接近 的 复杂 二 级 结 
构 , 在 CDS 区 散在 选取 4 个 位 点 作为 SSRNA 的 目标 靶 
点 。 在 各 位 点 逐个 碱 基 之 间 前 后 移动 进行 序列 筛选 , 保 


证 所 选 4 条 siRNA 靶 序 列 长 度 19~22 bp, GC R EE 
40%~50% 左 右 ,并 逐条 经 过 NCBI blast 比 对 ,检测 序列 
的 特异 性 ,验证 是 否 为 人 类 其 它 基因 的 同 源 序列 。 同 时 
选用 RNAi 设 计时 公认 的 scramble 序 列 作为 对 照 , 对 照 
序列 :TTCTCCGAACGTGTCACGT ,使 用 前 再 次 blast 
比 对 验证 与 CDC42 基因 是 否 有 同 源 性 。 将 所 选 4 条 
siRNA 及 1 条 scramble 序 列 ,联系 广州 维 真 生物 技术 公 
司 进行 化 学 合成 。 

1.2.3 CDC42 siRNA 片段 转 染 结 直肠 癌 SW480 细胞 
4% SIRNA X& scramble 片段 按照 1 nmoL: 50 uL DEPC 
水 混 匀 稀释 ,配制 成 10pmol/L 的 工作 液 ,-20 JC 储存 备 
用 。 将 生长 状态 良好 的 结 直 肠 癌 SW480 细胞 接种 于 6 
孔 培 养 板 ,常规 生长 24h 后 , 待 细胞 密度 约 50%~70% 
时 ,使 用 lipofectamine2000 阳离子 脂 质 体 法 瞬时 转 染 细 
胞 。 步 又 如 下 : 

(D) 配 制 A 液 及 了 B 液 每 也 各 250 uL: 

A 液 :245 uL optiMEM+5 uL lipo2000 

B 液 :245 uL optiMEM+5 uL SIRNA 

(2)A、 了 液 配 好 后 ,分 别 室温 孵育 约 5 min; 混 匀 A、 
B 液 体 ,孵育 20 min. 

(3) 去 掉 含 血清 的 RPMI 1640 细胞 培养 基 , 换 为 
1.5 mL opti-MEM 培 养 基 /每 孔 。 

(4) 将 孵育 20 min 后 的 A,B 混 合 液 , 按 组 加 入 到 六 
孔 板 细胞 内 ,十 字 法 轻 轻 揪 匀 ,细胞 常规 培养 4~6 后 换 
为 含 10% 胎 牛 血清 的 RPMI 1640 培 养 基 继续 培养 ,48~ 
72 h 后 提取 蛋白质 进 行 Western blotting 鉴 定 。 

1.2.4 Western blotting 检测 并 筛选 最 有 效 干 扰 片段 分 
别 收集 六 孔 板 内 经 过 siRNA 瞬时 转 染 的 各 组 目的 细胞 
与 对 照 组 细胞 ,提取 细胞 全 和 蛋白 ,BCA 法 测定 蛋白 浓 
度 ,用 lysis buffer 调 整 各 组 样品 浓度 至 相近 水 平 , 按 比 
HIHA loading buffer, 者 沸 变 性 蛋白 质 ; 配 置 10% 的 
SDS-PAGE 胶 ,在 胶 内 各 泳 道中 , 按 顺序 将 处 理 好 的 蛋 
白 样品 各 30 hg 进行 加 样 并 分 离 电 泳 ,电泳 后 切取 目的 
条 带 湿 法 转 至 0.22 um PVDF 膜 ,5% 的 脱脂 奶粉 室温 封 
闭 1h, 一 定 稀释 比例 的 一 抗 (CDC42 1:1000)4 CHA 
过 夜 ,PBST 清 洗 5 minx5 次 , 辣 根 酶 标记 的 二 抗 (山羊 
抗 免 IgG 抗体 ,1:5000) 室 温 孵 育 lh,PBST 清 洗 5 minx 
5 次 ,ECL 曝光 观察 ,选取 干扰 效果 最 强 的 siRNA 条 
带 。 以 GAPDH 做 内 参 。 

1.2.5 shRNA 质粒 载体 的 构建 与 测序 筛选 最 有 效 的 
siRNA 片段 ,以 革 标 序列 为 主 链 , 根 据 碱 基 互 补 配对 原 
则 ,设计 siRNA 序 列 所 对 应 的 “互补 片段 "。 以 此 特异 性 
siRNA 靶 标 序列 以 及 其 “互补 片段 ”为 环 状 RNA 的 两 端 
“ 枝 干 ”, 在 片段 中 间 插 入 构建 环 状 RNA 所 特需 的 6 碱 基 
“ 葵 环 ”结构 ，“ 茎 环 ” 结 构 碱 基 序列 选用 结构 稳定 的 
“CTCGAG" 序 列 。 设 计 好 shRNA 葵 环 与 枝 干 主体 结构 
后 ,在 枝 干 两 端 插 入 EcoRIAgeI 限 制 性 内 切 酶 酶 切 位 
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点 序列 ,化 学 合成 法 逐个 碱 基 合成 设计 好 的 的 双 链 
Oligo 序 列 。 

用 特异 性 快 切 酶 快速 双 酶 切 碱 基 序 列 ( 酶 切 条 件 : 
37 C,0.5~1 h) ,露出 BamH I /Age I 烙 性 末端 ,与 同步 
双 酶 切 并 纯化 后 的 GV112 真 核 表 达 和 载体 用 ligase 
buffer 特 效 连接 (连接 条 件 :22 % ,45 min~1 h) ,连接 产 
物 转化 DH50 感 受 态 细菌 ,挑选 阳性 克隆 菌 , 揪 菌 后 菌 
液 测序 鉴定 。 
1.2.6 shRNA 质粒 载体 转 数 结 直肠 癌 SW480 细 胞 挑 
选 经 测序 结果 显示 构建 成 功 , 碱 基 序列 与 预期 相符 和 的 
阳性 克隆 菌 ,大 量 摇 苗 进行 质粒 中 量 提取 ,所 提取 质粒 
H E bal DEPC 水 溶解 ,测定 质粒 浓度 ,用 
lipofectimane2000 阳离子 脂 质 体 法 转 染 结 直 肠 癌 
SW480 细 胞 。 质 粒 中 量 提取 按照 Life Techonologies 操 
作 手 册 进 行 ,阳离子 脂 质 体 转 染 方法 同 前 。 
1.2.7 QPCR 检测 细胞 株 mRNA 水 平 表达 变化 细胞 瞬 
时 转 染 后 48 h, 用 PBS 清 洗 目 的 细胞 以 及 对 照 组 细胞 各 
2 次 ,加 入 Trizol 逐 级 提取 细胞 总 RNA, 逆转 录 得 到 
cDNA,QPCR 分 析 目 的 细胞 以 及 对 照 细 胞 中 CDC42 相 
对 表达 量 。GAPDH 做 内 参 。 所 用 引物 序列 : 

CDC42: sense: CCATCGGAATATGTACCGACTG; 

antisense: CTCAGCGGTCGTAATCTGTCA, 

GAPDH: sense: TGAAGGTCGGAGTCAACGGA,; 

antisense: CCATTGATGACAAGCTTCCCG 
1.2.8 Western blotting 检测 细胞 株 蛋白 水 平 表 达 变 化 
细胞 瞬时 转 染 后 72 h, 收 集 目的 以 及 对 照 组 细胞 ,体积 


表 1 设计 CDC42 siRNA 序 列 以 及 scramble 序 列 具 体 信 息 


ANS A Jot, Western blotting 检测 分 析 目 的 细胞 以 及 对 
照 细 胞 株 中 CDC42 的 相对 表达 量 ,GAPDH 做 内 参 。 细 
胞 蛋白 提取 以 及 Western blotting 实 验方 法 同 前 述 。 
1.2.9 观察 CDC42 有 效 沉默 对 SW480 细胞 形态 影响 
将 结 直 肠 癌 SW480 细胞 接种 到 六 孔 培 养 板 , 和 常规 培养 
24h 后 ,细胞 生长 密度 达到 50%~70% 对 数 生长 期 时 ,将 
CDC42 shRNA 瞬时 转 染 进入 细胞 ,继续 培养 72 h 后 ， 
光学 显微镜 观察 SW480 细 胞 形态 变化 。 


2 结果 
2.1 CDC42 干 扰 siRNA 序列 的 设计 

CDC42 的 CDS 区 全 长 573 bp, 编 码 191AA, 根 据 
预测 蛋白 质 二 级 结构 域 , 避 开 siRNA 不 可 接近 的 复杂 二 
级 结构 域 ( 图 1) ,在 CDS 区 分 散 选取 4 个 位 点 作为 
siRNA 的 目标 靶 点 ,选用 通用 scramble 序 列 做 对 照 。4 
条 siRNA 靶 序 列 以 及 对 照 序列 长 度 .GC 含 量 以 及 在 
CDC42 基 因 CDS 区 内 起 始 位 点 如 下 表 ( 表 1),siRNA 目 
标 序 列 逐 条 经 过 NCBIblast 比 对 后 ,未 与 人 类 其 它 的 基 
同 源 ,scramble 序 列 与 CDC42 基因 无 重合 同 源 性 。 


siRNA-1 siRNA-4 siRNA-3 
| L l l 
P Helix turn 目 B-strand {si-RNA spot 
图 1 根据 CDC42 基 因 二 级 结构 设计 siRNA 片 段位 点 
Fig.1 Design of the 4 CDC42 siRNA sequences based on the 
target gene 2D structure. 


siRNA-2 


Tab.1 Sequences of the 4 siRNAs targeting CDC42 and the scramble sequence 


ID Targrt sequence Length (bp) Initiaion nucleotide (bp) | GCpententage composition (% ) 
SiCDC42-1 GCAAGAGGATTATGACAGA 19 344 42.1 
SiCDC42-2 =ACCTGAAGGCTGTCAAGTAT 20 607 47.4 
SiCDC42-3 =AAAGACTCCTTTCTTGCTTGT 21 484 41.3 
SiCDC42-4 AGATAACTCACCACTGTCCAA 21 463 42.1 
Scramble TTCTCCGAACGTGTCACGT 19 Non human homolog 52.6 


2.2 Western blotting ff #32 7 2049 siRNA H FR 
Western blotting 检 测 结果 显示 ,在 GAPDH 内 参 齐 
平时 ,与 sramble 对照 组 相 比 ,siRNA-3 对 CDC42 的 沉 
默 效果 最 好 。 而 且 以 对 照 组 条 带 作为 100% 标 准 值 ， 
Western blotting 条 带 灰 度 值 分 析 结 果 显 示 ,siRNA-3 对 
CDC42 的 干扰 效率 >50% ,可 以 有 效 沉默 CDC42 ,筛选 
用 于 后 续 实 验 ( 图 2)。 
2.3 CDC42 shRNA 载 体 构建 以 及 合成 鉴定 
以 siRNA 序 列 与 其 碱 基 互 补 序列 作为 shRNA 的 两 


侧 “ 枝 干 ”(stem) ,序列 中 间 通 过 6 碱 基 “ 茎 环 ” 结 构 
(loop) 连 接 ,“ 枝 干 ” 两 侧 末 端 辅 加 EcoR I /Age 工 限制 性 
内 切 酶 酶 切 位 点 序列 (图 3)。 所 设计 序列 经 过 化 学 合成 
后 ,通过 快速 双 酶 切 露 出 类 性 末端 ,与 真 核 表 达 载 体 连 
接 , 连 接 产物 转化 大 肠 杆 菌 DH5a, 挑 选 阳 性 克隆 菌 进 
行 摇 菌 , 菌 液 进行 测序 分 析 。 测 序 结果 显示 片段 在 测序 
茎 环 处 中 断 前 序列 与 NCBI 官 方 公布 序列 核对 , 碱 基 序 
列 与 预期 完全 一 致 ,提示 CDC42 基 因 有 效 shRNA 质粒 
载体 构建 成 功 ,可 通过 大 肠 杆 菌 DHSo 进 行 稳 定 扩 增 后 
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图 2 Western blotting fiz CDC42 RAX SIRNA FFF) 
Fig.2 Identification of the most efficient siRNA for 
knocking down CDC42 by Western blotting. 


提取 以 进行 后 续 长 期 实验 。 
2.4 QPCR 与 Western blotting 对 shRNA 转 染 细胞 株 
mRNA 及 蛋白 水 平定 量 分 析 鉴定 

QPCR 对 mRNA 水 平 检测 结果 显示 ,与 scramble 
对 照 组 相 比 , 转 染 CDC42 shRNA 载 体 的 细胞 ,CDC42 
mRNA 表达 明显 下 降 , 差 异 具 有 统计 学 意义 。 

Western blotting 对 条 白水 平 表达 检测 结果 显示 ,在 


ID a Stem 


Loop Stem 3” 


*Ccgg  agAAAGACTCCTTTCTTGCTTGT 


ShRNA-3 


CTCGAG ACAAGCAAGAAAGGAGTCTTTCT TTTTTg 


"aattcaaaaa agAAAGACTCCTTTCTTGCTTGT CTCGAG ACAAGCAAGAAAGGAGTCTTTCT 


*Site of restriction enzyme Age I 
"Site of restriction enzyme EcoR I 


图 3 根据 CDC42 siRNA-3 设 计 shRNA 载 体 序列 


Fig.3 Design of CDC42 shRNA sequences based on the siRNA-3 structure. 


GAPDH 内 参 齐 平时 ,与 scramble XJ H8 2H 4H EE , FE 4e 
CDC42 shRNA 载 体 后 的 细胞 ,CDC42 和 蛋白 表达 明显 降 
低 ( 图 4)。 二 者 结果 综合 提示 结 直肠 癌 SW480 细 胞 在 
瞬时 转 染 了 CDC42 shRNA 后 ,CDC42 基 因 表 达 被 有 效 
沉默 。 提 示 CDC42 基因 的 干扰 载体 构建 成 功 , 转 染 结 
直肠 癌 后 可 以 有 效 沉默 CDC42 基因 表达 ,可 用 于 后 期 
进一步 观察 研究 CDC42 沉 默 对 结 直 肠 癌 细胞 生物 学 表 
型 .细胞 形态 .功能 的 影响 。 


SW480-N1 SW480-shC 


图 4 WB 验证 SW480 细 胞 中 CDC42 沉 默 效 率 


Fig.4 Detection of CDC42 protein expression in 
SW480.shCDC/NC cells with Western blotting. 


25 光学 显微镜 观察 CDC42 沉 默 对 SW480 细 胞 形态 影响 

将 CDC42 shRNA 载体 瞬时 转 染 SW480 细胞 后 ， 
WARJE 72 h, 光 学 显微镜 下 观察 细胞 ,发 现在 CDC42 
被 沉默 后 ,SW480 细 胞 前 端 伪 足 伸 出 明显 减少 ,细胞 周 
边 变 的 光滑 ,细胞 整体 “ 占 地 面积 ” 减 小 ,提示 细胞 内 微 
丝 骨 架 伸 展 减 弱 ,运动 细胞 前 端 与 细胞 外 基质 的 连接 出 
现 改 变 ,细胞 运动 能 力 可 能 因此 减弱 (图 5)。 


3 讨论 
恶性 肿瘤 与 心 脑 血管 病 糖尿 病 为 我 国 目前 发 病 率 
最 高 的 3 大 慢性 疾病 ,并 称 人 类 3 大 “健康 杀手 ”5 ,而 


其 中 ,恶性 肿瘤 发 病 率 依旧 在 逐年 攀升 ,临床 患者 死亡 
率 居 高 不 下 。 其 无 限 增值 转移 活动 离 不 开 精 细 的 细胞 
骨架 调节 。 系 统 的 研究 肿瘤 发 生 ,发 展 过 程 中 细胞 骨架 
的 调节 活动 ,从 而 发 展 针对 细胞 内 信和 号 通路 终 未 端 一 骨 
架 调 节 活 动 的 特异 性 分 子 抗体 ,对 实现 肿瘤 的 分 子 靶 向 
治疗 有 积极 意义 。 

肿瘤 细胞 的 迁移 运动 包括 4 个 主要 环节 ,细胞 前 端 
伪 足 的 伸 出 突起 ,细胞 伸 出 前 端 与 细胞 外 基质 锚 定 连 
接 , 细 胞 胞 体 向 前 定向 移动 ,细胞 末端 从 原 细胞 位 点 的 
脱离 向 前 “>”。CDC42 属 于 小 G 和 蛋白 家 族 Rho GTPases 
亚 家 族 3 个 主要 成 员 之 一 ,被 广泛 证 实 参 与 调控 了 这 一 
系列 肿瘤 细胞 迁移 运动 过 程 中 多 个 主要 环节 ,包括 运动 
细胞 前 端 丝 状 伪 足 的 突起 ,细胞 前 端 与 细胞 外 基质 的 铺 
定 链接 ,以 及 可 以 与 男 一 个 主要 成 员 RhoA 联合 调控 细 
胞 胞 体 收缩 过 程 中 细胞 内 微 丝 骨架 的 稳定 性 等 多 个 方 
mae 

而 且 通 过 直接 检测 基因 表达 量 , 也 证 实 CDC42 在 
多 种 肿瘤 ,包括 淋巴 瘤 .上 肺 腺 癌 .肝癌 中 相 较 正常 组 织 
表达 明显 异常 增高 ,这 些 都 提示 CDC42 基 因 与 肿瘤 的 
RE .发展 具有 密切 相关 性 “的 。 但 是 在 消化 系统 肿瘤 
中 ,CDC42 基因 的 异常 表达 与 结 直 肠 癌 的 关系 目前 尚 
未 完全 明确 ,而 且 人 为 的 实现 对 CDC42 SEP AE ey] Fi 
技术 ,目前 尚 没有 相关 文献 见 诸 报端 。 本 研究 则 在 对 疝 
沉默 CDC42 的 表达 ,并 观察 CDC42 基因 对 结 直肠 癌 细 
胞 生物 学 行为 特性 的 影响 ,对 进一步 研究 CDC42 对 结 
直肠 瘤 发 生 ,发展 的 影响 作用 以 及 进一步 研究 具体 的 作 
用 机 制 提供 研究 基础 。 

RNA 干 扰 是 目前 国内 外 发 展 都 已 经 相当 成 熟 的 ， 
利用 小 分 子 RNA 片段 (siRNAs) 实 现 对 同 源 mRNA 的 
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SW480, shCDC 


图 5 CDC42 沉默 后 结 直肠 癌 SW480 细 胞 形态 变化 

Fig.5 SW480 cells transfected with CDC42 shRNA vector. A: SW480-N1 cells 
(Original magnification: x 200); B: SW480-N1 cells (Original magnification: x 
400); C: SW480.shCDC42 cells (Original magnification: x 200); D: SW480. 
shCDC42 cells (Original magnification: x400). 


特异 性 降解 的 分 子 技术 。 其 可 以 实现 对 同 源 mRNA 的 
特异 性 ` 而且 非常 高 效 的 切割 ,实现 对 靶 和 蛋白 表达 的 有 
效 沉默 。 本 课题 组 直接 通过 外 源 性 转 入 化 学 合成 的 
WHE siRNA 序列 ,外 源 性 siRNA 进入 体内 后 可 以 利用 
细胞 内 RNA 酶 解 链 形成 单 体 ,通过 单 体 siRNA 片段 与 
CDC42 基因 CDS 区 同 源 序列 的 特异 性 互补 结合 ,从 结 
合 位 点 降解 丢 mRNA, 从 而 实现 对 目标 基因 蛋白 的 特异 
性 表达 敲 低 。 为 了 筛选 最 有 效 的 siRNA 位 点 ,我 们 结合 
蛋白质 的 二 级 结构 域 ,在 不 同 的 CDC42 CDS 区 碱 基 位 
点 ,设计 了 4 条 siRNA, 并 将 其 分 别 瞬 时 转 染 结 直 上 肠 癌 
SW480 细 胞 ,筛选 得 到 了 可 以 将 CDC4 最 有 效 沉 默 的 
siRNA 片段 。 

为 了 实现 后 续 对 CDC42 的 长 期 稳定 敲 低 ,我 们 进 
一 步 在 siRNA 片段 两 端 插入 “ 茎 环 ”(loop) 结 构 以 及 限 
制 性 内 切 酶 酶 切 位 点 ,将 基因 片段 通过 酶 切 后 再 连接 技 
术 插 入 真 核 表 达 载 体 。 因 为 GV112 载 体 骨架 采用 适合 
表达 小 分 子 RNA 的 U6 启动 子 , 而 不 同 于 其 它 常用 的 真 
核 表 达 载 体 骨 架 , 如 PCDNA3.0 内 所 采用 的 是 更 适合 长 
片段 基因 表达 的 CMV 启动 子 ,被 我 们 首选 考虑 为 
CDC42 shRNA 构建 的 骨架 载体 。CDC42 shRNA 质粒 
酶 切 再 连接 后 ,基因 序列 经 过 测序 验证 ,证 实 与 预期 完 
全 符合 ,提示 载体 构建 成 功 。 成 功 构建 的 CDC42 
shRNA 质粒 载体 转化 感受 态 大 肠 杆菌 DH5o 后 ,可 以 稳 
定 扩 增 以 大 量 提取 质粒 ,质粒 转 染 结 直肠 癌 SW480 细 
胞 后 ,QPCR 与 Western blotting 验证 结果 证 实 , 与 阴性 
对 照 组 细胞 相 比 ,瞬时 转 染 后 的 细胞 CDC42 mRNA 与 


蛋白 表达 均 出 现 明显 降低 ,差异 具有 统计 学 意义 ,提示 
结 直肠 癌 内 CDC42 有 效 沉默 载体 构建 成 功 , 为 后 续 长 
期 进行 CDC42 沉默 对 结 直肠 瘤 生 物 学 表 型 .功能 的 影 
响 作 用 以 及 作用 机 制 提 供 了 分 子 工具 。 

而 且 , 细 胞 形态 学 观察 结果 显示 ,CDC42 沉默 后 ， 
结 直 肠 癌 SW480 细 胞 前 端 伪 足 伸 出 减少 ,细胞 周边 变 
的 “光滑 ”, 而 且 细 胞 “ 占 地 面积 ”减少 。 结 合 肿 瘤 细胞 的 
迁移 运动 所 必须 的 主要 骨架 活动 环节 ,如 细胞 前 端 伪 足 
的 伸 出 突起 .进而 与 细胞 外 基质 锚 定 连接 ,以 及 后 续 细 
胞 胞 体 整 体 前 移 …* 等 主要 步骤 ,CDC42 沉 默 后 结 直 肠 
癌 细 胞 形态 变化 ,高 度 提 示 CDC42 沉 默 导 致 细胞 内 微 
缘 骨 架 延 伸 减 弱 , 运 动 细胞 前 端 与 细胞 外 基质 的 连接 出 
现 改 变 。 肿 瘤 细 胞 运动 能 力 可 能 因此 减弱 ,为 后 续 进 一 
步 研 究 CDC42 通 过 调节 细胞 骨架 稳定 性 影响 结 直 肠 癌 
的 发 生 发展、 转移 作用 奠定 初步 的 实践 基础 。 

综 上 所 述 , 本 实验 成 功 构 建 了 小 G 和 蛋白 家 族 成 员 蛋 
白 CDC42 的 稳定 干扰 载体 ,并 转 染 结 直肠 癌 SW480 细 
胞 系 。 根 据 形态 学 结果 初步 可 以 推测 CDC42 可 能 通过 
调节 细胞 骨架 活动 影响 结 直肠 癌 的 发 生发 展 ,为 后 续 
深入 人 研究 CDC42 在 结 直 肠 癌 发 生发 展 中 的 具体 作用 
以 及 作用 机 制 提供 了 分 子 工具 ,对 寻找 针对 肿瘤 细胞 骨 
架 信 号 通路 的 潜在 分 子 治疗 靶 点 ,实现 对 结 直 肠 癌 的 特 
异性 治疗 有 积极 意义 。 
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